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Abstract of DE1 00361 75 

Determining the biological activity of nucleic acid sequences (I) by: (i) inserting, in parallel, many 
expression vectors, each containing a test (I) linked to control sequences, into many separate 
populations of the same type of target organism; (ii) allowing expression of (I), and (Hi) determining the 
activity of (I) in the individual populations. Only one, or a few, different (I) are present in any single 
population. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der 
Aktiviiat von Nukleinsauresequenzen und die Verwendung 
der auf diese Weise identifizierten Nukleinsauresequenzen 5 
zur Bereitstellung diagnostischer und iherapeutischer Mit- 
tel. 

Bisherige Verfahren zum Identifizieren der Aktiviiat von 
Nukleinsauresequenzen beinhalten eine Expressionsklonie- 
rung, wobei im allgemeinen eine GenbibLiothck, d. h. eine 10 
Vielzahl von unterschiedlichen Nukleinsauresequenzen, ge- 
meinsam durch eine Transfektion bzw. Tranformation in 
eine Population von Zielorganismen eingebracht wird. Nach 
Expression der trans fizierten bzw. transformierten Nuklein- 
saure werden einzelne Zielorganismen, die eine gesuchte 15 
Aktivitat, z. B. die Expression eines Antigens fur einen An- 
tikorpcr etc. aufweiscn, von den ubrigen Zielorganismen 
physikalisch getrennt. Aus den auf diese Weise isolierten 
einzelnen Zielorganismen wird die transfizierte bzw. trans- 
formierte DNA, die hauflg als extrachromosomales Plasmid 20 
vorliegt, isoliert und amplifiziert, z. B. durch Vermehrung in 
Bakterienzellen. Aus diesen Bakterienzellen wir die DNA 
dann erneut isoliert und in Saugerzellen transfiziert, Durch 
mehrere Runden dieses Vorgehens wird die gesuchte Nukle- 
insaure angereichtert. Nachteilig an diesen Verfahren ist, 25 
dass (a) pro Zelle mehrere Gene aufgenommen werden kon- 
nen (Mischung von Aktivitaten, Verlust einer klaren Aus- 
sage, Verminderung des spezifischen Signals etc); (b) nur 
wenige Zellen den gewunschten Effekt zeigen (keine stati- 
stischen Aussagen moglich); (c) nur schwer eine Automati- 30 
sierung moglich ist, da kein linearer Weg vorhanden ist (zir- 
kulierende Ansatze); (d) die DNA in den Zellen fur eine spa- 
tere Isolierung intakt bleiben muB (bei z. B, Apoptose nicht 
durchfuhrbar). 

Die deutsche Patentanmeldung 199 50 585.0 schlagt ein 35 
Verfahren zur Identifizierung von Nukleinsauresequenzen 
vor, die in einer Zielzelle eine nichtselektionierbare Aktivi- 
tat, insbesondere eine Apoptose-Aktivitat aufweisen, wobei 
eine DNA-Bibliothek in Wirtszellen bereitgestellt wird, die 
einen Expressionsvektor in operativer Verknupfung mit ei- 40 
ner in einer Zielzelle aktiven Expressionkontrollsequenz 
enthalten, die Wirtszellen kultiviert werden, der Expressi- 
onsvektor aus den kultivierten Wirtszellen gewonnen wird, 
der Expressionsvektor und ein Reportervektor in eine Ziel- 
zelle eingebracht wird und die Aktivitat des Reportervektors 45 
in den Zi el zellen oder in deren Kulturiiberstand als qualita- 
tives oder quantitatives MaB fur die nichtselektionierbare 
Aktivitat der untersuchten Nukleinsauresequenz bestimmt 
wird. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 50 
zur Bestimmung der Aktivitat von Nukleinsauresequenzen, 
welches auch Nukleinsauresequenzen mit einer selektio- 
nierbaren Aktivitat erfaBt. 

Das Verfahren umfaBt die Schritte: 

55 

(a) paralleles Einbringen einer Vielzahl von Expressi- 
onsvektoren, die jeweils eine zu untersuchende Nukle- 
insaure in operativer Verknupfung mit einer Expressi- 
onskontrollsequenz enthalten, in eine Vielzahl von je- 
weils separaten Populationen gleichartiger Zielorganis- 60 
men, wobei jeweils nur eine einzige Nukleinsaurese- 
quenz oder eine geringe Anzahl von verschiedenen Nu- 
kleinsauresequenzen in eine separate Population 
gleichartiger Zielorganismen eingebracht wird, 

(b) Bewirken einer Expression der Nukleinsaurese- 65 
quenz in den Zielorganismen und 

(c) Bestimmen der Aktivitat der Nukleinsauresequenz 
in den einzelnen Populationen von Zielorganismen. 
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Das Verfahren ist ein Screening-Ansatz zur paraOelen Be- 
stimmung einer Vielzahl von Nukleinsauren. Aufgrund des 
Einbringens einer einzigen Nukleinsauresequenz oder einer 
geringen Anzahl von Nukleinsauresequenzen in jeweils se- 
parate Populationen von Zielorganismen entstehen Popula- 
tionen von gleichbehandelten Zielorganismen, die eine sen- 
sitive Auswertung der Screens erlauben. Das Schicksal der 
in die Zielorganismen eingebrachten Nukleinsauresequen- 
zen ist dabei nicht relevant, da vorzugsweisc nur ein Aliquot 
der zu untersuchenden Nukleinsauresequenzen verwendet 
wird und der Rest fiir nachfolgende Untersuchungen zu- 
ruckbehalten wird. 

Die zu untersuchenden Nukleinsauresequenzen konnen 
grundsatzlich aus beliebigen Quellen stammen, z. B. aus 
Eukaryonten wie Pflanzen, Wirbeltieren z. B. Saugern, Pil- 
zen, Parasiten etc., aber auch Bakterien, Archaea oder Viren 
oder aus synthetischen oder semisynthetischen Quellen. Sie 
werden beispielsweise aus genomischen Sequenzen, cDNA- 
Sequenzen, cDNA-Fragmenten oder Teilsequenzen oder 
auch aus synthetisch erzeugten Sequenzen wie etwa Anti- 
sense-Molekulen oder kombinatorisch modifizierten Nukle- 
insauresequenzen beliebiger Herkunft oder fur RNAi geeig- 
neten Sequenzen ausgewahlt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht die Bestim- 
mung von Nukleinsauresequenzen mit beliebiger Aktivitat, 
sofern diese in den mit den Nukleinsauresequenzen transfi- 
zierten oder transformierten Zielorganismen bestimmt wer- 
den kann. Die Aktivitat der Nukleinsauresequenzen kann 
eine selektionierbare oder nichtselektionierbare Aktivitat 
sein. Eine nichtselektionierbare Aktivitat bedeutet in diesem 
Zusammenhang, dass die betreffende Nukleinsaure nicht 
stabil in einem Zielorganismus rekombinant (uber)-expri- 
miert werden kann, beispiel weise weil sie das Wachstum der 
Zelle hemmt oder den Zelltod herbeifuhrt. Andererseits 
konnen selbstverstandlich auch Nukleinsauresequenzen mit 
einer selektionierbaren Aktivitat bestimmt werden, wobei 
jedoch klargestellt werden muB, dass das erfindungsgemaBe 
Verfahren keine Selektion, sondern eine Reihenuntersu- 
chung an einer Vielzahl von transfizierten bzw. transfor- 
mierten Zielorganismen umfaBt. Die Selektionierbarkeit 
druckt nur die theoredsche Moglichkeit aus, den entspre- 
chenden zellularen Effekt auch in einem Selektionsschema 
zur Isolation von Nukleinsauren verwenden zu konnen. Vor- 
teilhaft ist die Verwendung eines Screens, da dadurch die 
zuvor beschriebenen Nachteile einer Positiv-Selektion uber- 
wunden sind. 

Bevorzugte Beispiele fur die Aktivitat von Nukleinsaure- 
sequenzen sind die DNA-Reparatur, die transkriptionelle 
Aktivierung von Genen, die Aktivierung bzw. Hemmung 
der Sekretion von Proteinen oder der Aktivitat von Protea- 
sen, die Aktivierung oder Hemmung der Telomeraseaktivi- 
tat, die Generation bzw. Aufhebung von Protein/Protein- 
oder Protein/DNA-Interaktionen etc. 

Schritt (a) des Verfahrens besteht darin, eine Vielzahl von 
Expressions vektoren bereitzustellen, die jeweils eine zu un- 
tersuchende Nukleinsauresequenz in operativer Verknup- 
fung mit einer Expressionskontrollsequenz enthalten, und 
diese Vielzahl von Expressionsvektoren jeweils separat in 
eine Vielzahl von Populationen gleichartiger Zielorganis- 
men einzubringen. Die Vielzahl von Expressionsvektoren 
kann eine DNA-Bibliothek sein. 

Diese DNA-Bibliothek ist vorzugsweise - insbesondere 
wenn es sich urn eine cDNA-Bibliothek handelt - eine nor- 
malisierte Bibliothek, d. h. eine Bibliothek, die an abundan- 
ten Spezies abgereichert ist. Die Herstellung solcher norma- 
lisierten Bibliotheken wurde von Sasaki et al. (Nucleic 
Acids Res. 22 (1994), 9987-9992) beschrieben. Die Abrei- 
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cherung abundanter Spezies in einer Population von 
mRNA-Molekulen wird durch Zugabe von beispielsweise 
auf Latcxbeads immobilisierten cDNA Molekulen, gegebe- 
nenfalls in mehreren Hybridisierungsrunden erreicht. Es 
konnen jedoch auch nicht normalisierte DNA-Bibliotheken 5 
als Ausgangsmaterial eingesetzt werden, z. B. Bibliotheken, 
die eine Kollektion von definierten Nukleinsauren wie etwa 
Genen enthalten. 

Dabei isi es moglich - nach Feststellung der weitgehen- 
dcn odcr vollstandigcn gcnomischen Scquenzen oder allcr 10 
exprimierten Sequenzen eines Organismus - Genbibliothe- 
ken zu verwenden, die jedes Gen nur ein einziges Mai bein- 
halten. Anstatt abundante Gene abzureichern, geht man hier 
von der Kollektion aller transkribierten Sequenzen aus und 
stellt die Bibliothek entsprechend zusammen. Solche Genbi- 15 
bliotheken werden gerade aufgebaut und sollen jedes Gen 
einer Spezies in cincr exprimierbaren Form enthalten 
(Strausberg et al., Science 286 (1999), 455-457). 

Die zu untersuchenden Nukleinsauresequenzen befinden 
sich in einem Expressions vektor, der in dem jeweils ge- 20 
wunschten Zielorganismus, vorzugsweise einer eukaryonti- 
schen Zelle oder einem eukaryontischen Organismus, und 
insbesondere einer Saugerzelle aktiv ist, d. h. die zu untersu- 
chende Nukleinsaure steht auf dem Expressions vektor in 
operativer Verkniipfung mit einer im Zielorganismus konsti- 25 
tutiv oder reguiierbar aktiven Expressionskontrollsequenz. 
Da eine Seiektion des Expressionsvektors im Zielorganis- 
mus nicht durchgefuhrt werden muB, ist das Vorhandensein 
von Elementen, die eine Seiektion im Zielorganismus erlau- 
ben, nicht notwendig. In manchen Ausfiihrungsformen ist 30 
das Fehlen von Elementen, die eine Seiektion im Zielorga- 
nismus erlauben, sogar bevorzugt. 

Der Expressionsvektor ist zweckmaBigerweise ein extra- 
chromosomaler Vektor und insbesondere ein transient trans- 
fizierbares Plasmid. Alternativ kann jedoch auch ein stabiler 35 
episomaler Expressionsvektor eingesetzt werden. Derartige 
Expressions vektoren sind dem Fachmann auf dem Gebiet 
der Molekularbiologie bekannt und beispielsweise bei Sam- 
brook et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual 
(1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, oder in ande- 40 
ren Standardlehrbuchern beschrieben. 

Die Expressionsvektoren konnen auf beliebige Weise er- 
zeugt werden, beispielsweise durch Kultivierung in Wirts- 
zellen, bei denen es sich vorzugsweise um Bakterienzellen, 
insbesondere um gramnegative Bakterien und besonders be- 45 
vorzugt E.coli Zellen handelt. In diesem Fall enthalt der Ex- 
pressionsvektor zweckmaBigerweise Elemente, die eine Re- 
paration und Seiektion in der Wirtszelle ermoglichen. Die 
Kultivierung der Wirtszellen erfolgt vorzugsweise einzeln, 
beispielsweise durch Ausplattieren von einzelnen Klonen 50 
einer Nukleinsaurebibliothek auf festen Kulturplatten oder 
entsprechende Verdunnung fliissiger Kulturmedien. Gege- 
benenfalls konnen auch mehrere Wirtszellen, z. B. kleine 
Pools von maximal bis zu zehn verschiedenen Klonen ge- 
meinsam kultiviert werden, obwohl dies in den meisten Fal- 55 
len weniger bevorzugt ist. 

Zur Gewinnung der DNA aus Wirtszellen konnen aus 
dem Stand der Technik bekannte Methoden zur Isolierung 
extrachromosomaler DNA (siehe z. B. Sambrook et al., su- 
pra) eingesetzt werden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass 60 
die aus der Wirtszelle isolierte DNA eine ausreichende 
Reinheit aufweisen sollte, um die spatere Transfektion des 
Zielorganismus mit hoher Effizienz zu ermoglichen. Bei 
bakteriellen Wirtszellen wird vorzugsweise eine alkalische 
Lyse durchgefuhrt. Die Qualitat der erhaltenen Plasmid- 65 
DNA kann durch Adsorption an eine feste Matrix, insbeson- 
dere eine Silika-Adsorptionsmatrix, Waschen mit organ i- 
schen Losungsmitteln und anschlieBende Elution verbessert 



werden. Die Expressionsvektoren konnen in zirkularer oder 
in li nearer Form in die Zellen eingefuhrt werden. 

Alternativ konnen die Expressionsvektoren auch durch in 
vitro Amplifikation in ausreichender Menge erzeugt wer- 
den, z. B. durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Ligase- 
Kettenreaktion (LCR) oder Rolling-Circle- Amplifikation. 

Weiterhin beinhaltet Schritt (a) das Einbringen eines Ex- 
pressionsvektors in eine Population von gleichartigen Ziel- 
organismen, wobei vorzugsweise jeweils nur ein einziger 
Expressionsvektor in eine solche Population von Ziclorga- 
nismen eingebracht wird. Bevorzugt werden als Zielorga- 
nismus eukaryontische Zellen wie etwa Saugerzellen, insbe- 
sondere humanen Zellen, aber auch Pilze wie He fen, Parasi- 
ten wie Trypanosomen etc. verwendet. Vorteilhaft ist die 
Verwendung von intakten Organismen gegentiber Zellkultu- 
ren, da sich viele Krankheiten und zellulare Effekte erst in 
dem Zwischcnspiel vieler verschiedenen Zelltypen in einem 
hoheren Organismus beobachten lassen. Auch Zielorganis- 
men prokaryontischen Ursprungs, z. B. Bakterienzellen 
konnen eingesetzt werden. Von prokaryontischen Organis- 
men werden vorzugsweise Pathogene verwendet, deren 
Physiologie sich durch diesen Screen untersuchen lasst, vor 
allem auch im Hinblick auf therapeutische EingrifTe. Dazu 
konnen z. B. einzelne Schritte im Vermehrungszyklus unter- 
sucht werden, wie die Ausbildung von Oberflachenstruktu- 
ren zum Anheften und Eindringen in die Wirtszelle. Mit die- 
sem Screen sind Nukleinsauren fur Proteine isolierbar, die 
hemmend auf die Auspragung des jeweiligen zellularen Ef- 
fekts der (pathogenen) Organismen wirken. Dies ist vor al- 
lem von Vorteil, wenn Vorgange bei Zellen untersucht wer- 
den, die keinem starken Selektionsdruck unterliegen, da sie 
fur deren tJberleben nicht essentiell sind (z. B. Anheftungs- 
rezeptoren). Ebenso konnen komplexere Organismen mit 
Ausnahme des Menschen als Zielorganismus eingesetzt 
werden, z. B. Zebrafische, Mause, Drosophila oder Nemato- 
den wie C. elegans. Dabei kann die Quelle der zu untersu- 
chenden Nukleinsauren und der Zielorganismus gleich oder 
verschieden, z. B. unterschiedliche Saugerspezies, sein. 

Die Zielorganismen konnen gegebenenfalls mutiert oder 
genetisch mahipuliert sein, d. h. sie konnen - im Vergleich 
zu einem entsprechenden Wildtyporganismus - eine oder 
mehrere Nukleinsauresequenzen, gegebenenfalls organis- 
musfremde Nukleinsauresequenzen, uberexprimieren. Al- 
ternativ konnen auch Zielorganismen verwendet werden, 
bei denen - gegentiber dem Wildtyp - eine Nukleinsaurese- 
quenz nur im verringerten AusmaB, nur im geringen Aus- 
mafi, gar nicht oder in einer mutierlen Form exprimierl wird. 
Hefe, C. elegans und Drosophila sind in der Genetik als Mo- 
dellorganismen seit langem etabliert. Es kann daher auf 
viele Mutationen zuriickgegriffen werden, die man in den 
Screen einsetzen kann (Hartwell et al., Science 248 (1997), 
1064-1068). Diese entsprechen zum Teil Mutationen, die 
als ursachlich fur humane Krankheiten erkannt sind. Alter- 
nativ konnen solche Mutationen in diesen Modellorganis- 
men erzeugt werden. Diese genetisch bedingten Defekte las- 
sen sich durch die Einbringung von komplementierenden 
Nukleinsauren mit dem hier beschriebenen Screen beheben. 
Dies kann zu einer raschen Aufklarung der fiir bestimmte 
Mutationen verantwortlichen Gene fiihren. Andererseits 
konnen auch Nukleinsauren isoliert werden, die die ur- 
spriinglichen Defekte korrigieren, ohne selbst das ursprung- 
lich mutierte Gen zu sein ("Kompensation"). Vorteilhaft ist 
die Verwendung dieses Screens, da die disregulierte Expres- 
sion von vielen Genen - und damit auch von solchen, die 
Mutationen komplementieren konnen - fur Organismen in 
spateren Entwicklungsstadien oft lethal und damit nicht 
durch eine konventionelle positive Seiektion isolierbar ist. 

In mehreren Organismen wurde M RNA Interference 
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(RNAi) M beschrieben. Dabei wird das endogene Gen durch 
Expression von doppelstrangiger RNA inaktiviert (Bosher 
and Labouessc, Nat. Cell. Biol. 2 (2000), E31-36). Dcr hier 
beschriebene Screen eignet sich besonders gut fur die 
Durchfuhrung einer genetischen Detektion von Genen, de- 
ren Inaktivierung zu detektierbaren Veranderungen fuhrt. 
Dies kann sowohl in intakten Organismen als auch in Zellli- 
nien durchgefuhrt werden. Geeignet sind auch Organismen 
und Zelllinien, die genetisch so manipuliert worden sind, 
dass RNAi moglich ist. C. elcgans cignct sich fur solchc Un- 
lersuchungen besonders, da die entsprechenden Gensequen- 
zen nur durch Verriittern von Bakterien, die die Klone aus 
einer Genbibliothek enthalten, in diesem Organismus expri- 
miert werden konnen. Dies geschieht offensichtlich durch 
Aufnahine der Bakterien im Damn der Tiere und durch den 
AufschluB und die Freisetzung der DNA in C. elegans (Tim- 
mons and Fire, Nature 395 (1998), 854). RNAi benotigt 
Doppelstrang-RNA. In dem hier vorgeschlagenen Screen 
wird aber nur die sense- RNA von dem jeweiligen Plasmid 
generiert. Urn RNAi fur diesen Screen zu adaptieren, ist es 
daher notwendig, Plasmide zu verwenden, die die cDNAs 
mit zwei flankierenden (5' und 3') Promotoren enthalten. 
Dadurch sollten statistisch gleiche Mengen von sense- und 
antisense-RNA gebildct werden, die uber RNAi zum 
Knockout des entsprechenden endogenen Gens fiihren. Der 
Read-Out kann anschlieBend durch digitale Hochdurchsatz- 
Bildverarbeitungssysteme wie z. B. dem "HTS Cell Imaging 
System" von Becton Dickinson erreicht werden. 

In bestimmten Fallen ist die Verwendung von Zielorga- 
nismen bevorzugt, die einen Reportervektor enthalten. Al- 
ternativ kann ein Reportervektor auch zusammen mit dem 
Expressions vek tor in den Zielorganismus eingebracht wer- 
den. 

Das Einbringen von Expressionsvektor und gegebenen- 
falls Reportervektor in die Zielorganismen erfolgt nach 
grundsatzlich aus dem Stand der Technik bekannten Metho- 
den zur (Co)transfektion, (Co) transformation oder (Co)in- 
fektion von Zellen. Dabei sollte jedoch eine Methode ge- 
wahlt werden, die eine hohe Effizienz des Einbringens von 
Fremdnukleinsauren in den Zielorganismus erlaubt, z. B, 
eine Effizienz von mindestens 1%. 

Bei eukaryontischen Zielzellen erfolgt die Transfektion 
bzw. Cotransfektion vorzugsweise durch Calciumphosphat- 
Coprazipitation, Lipofektion, Elektroporation, Parti kelbe- 
schuB, Verwendung von Bakterienproteinen oder virale In- 
fektion (Retroviren, Adenoviren, Sendaiviren etc.). In den 
durch Transfektion oder Cotransfektion erzeugten Zielzel- 
len kann der Expressionsvektor transient, der Reportervek- 
tor transient oder stabil exprimiert werden. Eine transiente 
Expression ist bevorzugt. 

Bei der bevorzugten Cotransfektion wird der Expressi- 
onsvektor giinstigerweise in einem moiaren UberschuB be- 
zuglich des Reportervektors eingesetzt. Besonders bevor- 
zugt betragt das Mol vernal tnis zwischen Reportervektor und 
Expressionsvektor 1 : 2 bis 1 : 20. Bei Verwendung des Ex- 
pression svektors im moiaren UberschuB kann die Anwesen- 
heit des Reportervektors im Zielorganismus als Marker fur 
das gleichzeitige Vorhandensein des Expressionsvektors im 
Zielorganismus dienen, da Organismen bei einer Cotrans- 
fektion die eingesetzten Plasmide entsprechend ihrem Mol- 
verhaltnis im Cotransfektionsansatz aufnehmen. 

Der Reportervektor wird vorzugsweise so gewahlt, dass 
kein unmittelbarer funktioneller Zusammenhang zwischen 
Reporter- und Expressionsvektor besteht, d. h. dass ein von 
dem Expressionsvektor kodiertes Genprodukt nicht direkt 
auf die Akti vital des Reportervektors wirkt, sondern dass ein 
vom Expressionsvektor kodiertes Genprodukt nur mittelbar, 
d. h. uber eine BeeinfluBung des Metabolismus des Zielor- 



ganismus auf die Aktivitat des Reprotervektors wirkt. Es 
sind jedoch auch Ausfuhrungsformen des Screens moglich, 
welche eine Detektion von direkten Interaktionen zwischen 
Reportervektor und Expressionsvektor erlauben. 

5 Der zusammen mit dem Expressionsvektor cotransfizierte 
oder bereits im Zielorganismus vorhandene Reportervektor 
enthalt im allgemeinen eine fur ein nachweisbares Genpro- 
dukt kodierende Nukleinsauresequenz in einer im Zielorga- 
nismus exprimierbaren Form. Der Reportervektor ist vor- 

10 zugsweise ein cxtrachromosomaler Vektor, besonders be- 
vorzugt ein transient transfizierbares Plasmid. Andererseits 
kann auch ein stabiler episomaler oder chromosomaler Re- 
portervektor eingesetzt werden. In diesem Fall enthalt der 
Reportervektor Elemente, die eine Selektion und gegebe- 

15 nenfalls eine Replikation in dem Zielorganismus errnogli- 
chen. Die Expression des nachweisbaren Genprodukts kann 
liber eine konstitutive oder regulierbare Exprcssionskon- 
trollsequenz, vorzugsweise uber eine konstitutive Expressi- 
onskontrollsequenz erfolgen. 

20 Das vom Reportervektor kodierte Genprodukt ist in einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ein sezerniertes 
Enzym, d. h. ein Enzym, welches vom Zielorganismus se- 
kretiert wird. Beispiele fur solche Enzyme sind die Sezer- 
nierte Alkalischc Phosphatase (SEAP) (Berger et al., Gene 

25 66 1988), 1-10)) sowie die Luziferase (Lui et al, Gene 202 
(1977), 141-148). Besonders bevorzugt wird die SEAP als 
sezerniertes Enzym verwendet. Bei Verwendung sezernier- 
ter Genprodukte als Reportersystem erfolgt die Bestimmung 
der Aktivitat im Kulturuberstand von Zielzeilen. Anderer- 

30 seits kann das vom Reportervektor kodierte nachweisbare 
Genprodukt auch ein nicht sekretiertes Polypeptid sein, wel- 
ches intrazellular in einer intakten Zelle nachweisbar ist, 
beispielsweise ein Fluoreszenzprotein wie GFP. Ebenso 
kann das vom Reportervektor exprimierte nachweisbare 

35 Genprodukt auch ein membranstandiges, z. B. durch Inku- 
bation mit Antikorpern oder Affinitatsliganden nachweisba- 
res Polypeptid sein. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt im iibrigen auch 
die Verwendung mehrerer Reportervektoren, von denen ei- 

40 ner bereits (chromosomal oder extrachromosomal) im Ziel- 
organismus vorliegt und ein anderer mittels Cotransfektion 
zusammen mit dem Expressionsvektor in den Zielorganis- 
mus eingefuhrt wird. Dadurch wird vermieden, dass zuviel 
DNA als Reporterplasmid eingesetzt werden muss und nicht 

45 genug DNA der zu testenden Gene aus der Bibliothek. So 
kann z. B. das cotransfizierte Plasmid fur eine nukleare 
GFP-Variante kodieren, die verwendet wird, urn die transfi- 
zierten Zellen zu identifizieren. In den Zellen wird bereits 
ein Fusionsprotein mit einer anderen spektralen Variante 

50 von GFP stabil exprimiert, das im Cytoplasma lokalisiert ist. 
Entsprechende Varianten von GFP sind in der einschlagigen 
Literatur beschrieben (Haseloff, Meth. Cell. Biol. 58 (1999), 
139-151). Kann eines der Gene aus der Bibliothek dazu fuh- 
ren, dass das Fusionsprotein in den Kern transloziert wird, 

55 so ist das durch die Uberlagerung der verschiedenen Emis- 
sionen der beiden GFP Varianten durch entsprechende Bild- 
verarbeitungsprogramme zu detektieren. 

Daruber hinaus konnen Zellen verwendet werden, in die 
Reporterplasmide an definierten Positionen im Genom stabil 

60 integriert werden. Durch solche "knock-in" Experimente 
wird ein endogenes Gen durch das Reporterplasmid ersetzt 
(Elefanty et al., PNAS USA 95 (1998), 11897-11902). Des- 
sen Aktivitat spiegelt dann die transkriptionelle Aktivierung 
des ersetzten Gens wieder. Stabil transfizierte Zellen konnen 

65 auch zum Test auf Telomeraseaktivitat benutzt werden. 
Dazu kann ein Reporterplasmid in die Telomere stabil inte- 
griert werden. Wenn die Lange der Telomere verringert 
wird, so sollte auch die Aktivitat des Reporterplasmids ver- 
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ringert oder (wenn nur eines vorliegt) ganz reduziert wer- 
den. Weiter konnen Zelllinien verwendet werden, die GFP- 
Fusionsprotcine von sczemierten Proteinen exprimieren. Da 
die Proteine sezerniert werden, ist keine Ruoreszenz in den 
Zeilen zu beobachten. Werden die Zellen mit Genen transfi- 
ziert, die zur Hemmung der Sekretion fuhren, so ist das 
durch eine Zunahme der GFP-Fluoreszenz zu beobachten. 
Dies wurde durch die physikalische Hemmung des TVans- 
portes von einem GFP-Fusionsprotein bereits gezeigt (Kaet- 
her and Gcrdcs, FEBS Lett. 369 (1995), 267-271). Mehrere 
Krankheiten beruhen auf einer erhohten Sekretion von Pro- 
teinen (z. B, Alzheimer Krankheit). Urngekehrt konnen 
Gene identifiziert werden, die zurReifung von sezernierten 
Proteinen fuhren: die Aktivitat des Proteins kann dann durch 
geeignete Methoden im Medium detektiert werden. Dabei 
kann es sich urn Fusionsproteine mit katalytischen Eigen- 
schaften handcln. Alternativ kann auch die Abnahme der 
Ruoreszenz von GFP-Fusionsproteinen im Cytoplasma der 
Zellen bestimmt werden. 

Schritt (b) des erfindungsgemaBen Verfahrens beinhaltet 
die Expression der Nukleinsauresequenz in den Zielorganis- 
men. Hierzu werden - abhangig von den jeweils verwende- 
ten Expressionsvektoren - Zielorganismen unter geeigneten 
Bedingungen kultiviert, die eine Expression der mit der Ex- 
pressionskontrollsequenz des Expressionsvektors operativ 
verknupften, zu testenden Nukleinsauresequenz erlauben. 
Durch die bevorzugte Expression von nur einer einzigen 
Nukleinsaureart pro Population von Zielorganismen kann 
eine besonders effiziente Expressionsleistung erzielt wer- 
den, 

Schritt (c) des Verfahrens beinhaltet die Bestimmung der 
Aktivitat der Nukleinsauresequenz in den einzelnen Popula- 
tionen von Zielorganismen. Die Bestimmung beinhaltet je- 
weils eine separate Untersuchung einzelner Zielorganismu- 
spopulationen, vorzugsweise von jeweils mehreren Zielor- 
ganismen und besonders bevorzugt im wesentlichen alien 
Zielorganismen der Gesamtpopulation. Die GroBe der Ge- 
samtpopulation ist von der jeweiligen Zielorganismen ab- 
hangig. Wenn es sich bei den Zielorganismen um Zellen 
handelt, betragt die PopulationsgroBe vorzugsweise von 
etwa 10 2 bis 10 6 bei Eukaryontenzellen und vorzugsweise 
von etwa 10 5 bis 10 10 bei Prokaryontenzellen. Bei komple- 
xeren Zielorganismen ist die PopulationsgroBe selbstver- 
standlich geringer und sollte etwa 2 bis 10° betragen. 

Die Bestimmung der biologischen Aktivitat der Nuklein- 
sauresequenz kann grundsatzlich die Bestimmung beliebi- 
ger phanotypisch erkennbarer Effekte, z. B. rnorphologische 
Veranderungen, verandertes Wachstumsverhalten, etc. um- 
f as sen. Falls der Zielorganismus einen Reportervektor ent- 
halt, konnen Anderungen in der Aktivitat des Reportervek- 
tors, d. h. insbesondere des vom Reportervektor kodierten 
Genprodukts, ais MaB fur die Aktivitat der untersuchten Nu- 
kleinsauresequenz verwendet werden. Diese Bestimmungs- 
methode beruht darauf, dass die auf dem Expressions vektor 
befindliche zu untersuchende Nukleinsauresequenz im Ziel- 
organismus nach Expression einen EinfluB auf den Zellme- 
tabolismus aufweist, der wiederum die Aktivitat des Repor- 
tervektors bzw. des von ihm kodierten nachweisbaren Gen- 
produkts auf meBbare Weise beeinfluBt. Dabei kann die Ak- 
tivitat des Reportervektors an mindestens zwei Punkten 
nach der Transfektion oder Cotransfektion bestimmt wer- 
den, wobei der erste Zeitpunkt so gewahlt wird, dass eine 
Expression der auf dem Expressionsvektor enthaltenen Nu- 
kleinsauresequenz noch keinen EinfluB auf die Aktivitat des 
Reportervektors hat, und somit dazu dienen kann, eine Ba- 
sisaktivitat fur den jeweils untersuchten Zielorganismus 
fest/ulegen. Der zweite Zeitpunkt wird so gewahlt, dass 
eine Expression der auf dem Expressionsvektor enthaltenen 



Nukleinsauresequenz bereits einen meBbaren EinfluB auf 
die Aku vitat des Reportervektors hat - sofem die im jewei- 
ligen Organismus vorhandene Nukleinsauresequenz die un- 
tersuchte Aku" vtat aufweist. Auf diese Weise kann unabhan- 
5 gig von der Basisaktivtat des Reportervektors, die von der 
Transfektionseffizienz bei der Transfektion oder Cotrans- 
fektion abhangt, die Aktivitat einer in einen bestimmten Or- 
ganismus eingefuhrten Nukleinsauresequenz bestimmt wer- 
den. 

10 Wenn das crfindungsgemaBe Verfahren zur Idcntifizie- 
rung von Nukleinsauresequenzen eingesetzt wird, die einen 
EinfluB auf sekretorische Eigenschaften der Zielzelle haben, 
ist die Messung der Aktivitat des Reportervektors im Zellii- 
berstand zur Identifizierung der gewiinschten Nukleinsaure- 

15 sequenzen ausreichend. In anderen Ausfuhrungsformen des 
Verfahrens kann das vom Reportervektor kodierte nach- 
wcisbare Genprodukt, z. B. cin Fluoreszenzprotcin wie 
GFP, intrazellular zur Markierung der trans fizierten Orga- 
nismen exprimiert werden. Diese Markierung kann gegebe- 

20 nenfalls mit der Detektion zusatzlicher zellularer Parameter, 
z. B. Detektion von Oberflachenmarkern mit Antikorpern 
oder Rezeptorliganden, kombiniert werden. Zur Detektion 
dieser zusatzlichen Parameter konnen fluoreszierende Rea- 
genzien eingesetzt werden. Das Vorhandensein, die subzel- 

25 lulare Verteilung oder/und die Intensitat der Markierung(en) 
auf den Organismen konnen dann durch Fluoreszenzcyto- 
metrie, z, B. mittels FACS (Fluorescence activated cell sor- 
ting) oder Imaging Assays bestimmt werden. 

Das Verfahren kann als zumindest teilweise automatisier- 

30 ter Reihenscreen durchgefuhrt werden, wobei vorzugsweise 
die Schritte (a) bis (c) an mindestens 50 Populationen von 
Zielorganismen jeweils parallel durchgefuhrt werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren als Mehrstufen-Protokoll durchge- 

35 fuhrt. Dabei werden insbesondere Nukleinsauresequenzen 
bestimmt, die die Auspragung einer bestimmten physiologi- 
schen Reaktion des Zielorganismus verhindern bzw. hem- 
men oder verstarken bzw. auslosen konnen. Hierzu wird den 
Zielorganismen ein Stimulus, z. B. ein Pharmacon oder the- 

40 rapeutischer Wirkstoff, zugegeben, dessen Aktivitat durch 
die zu untersuchende Nukleinsaure beeinflusst werden kann. 
Die Zugabe des Stimulus, bei dem es sich um eine oder 
mehrere physiologisch wirksame Substanzen, z. B. Rezept- 
orliganden, Arzneimittel, Cytokine etc. handeln kann, kann 

45 vor, wahrend oder nach dem Einbringen der zu untersuchen- 
den Nukleinsauresequenz in die Population von Zielorganis- 
men erfolgen. Somit kann das erfindungsgemaBe Verfahren 
zusatzlich einen Screen zur Bestimmung von Wechselwir- 
kungen zwischen den biologischen Aktivitaten von zu un- 

50 tersuchenden Nukleinsauren und Stimuli darstellen. 

Das hier beschriebene Verfahren kann daher zur Optimie- 
rung von therapeutischen Reagenzien dienen. So konnen 
Gene bestimmt werden, die den EfFekt des Therapeutikums 
hemmen konnen. Werden diese Gene spater durch einen ent- 

55 sprechenden EingrifT bei Zugabe des Therapeutikums ge- 
hemmt, kann dessen Effekt verstarkt werden. 

Beispiels weise kann der induzierbare Transkriptionsfak- 
tor NF-xB durch Natriumsalicylsaure (Aspirin) gehemmt 
werden (Kopp and Ghosh, Science 265 (1994), 956-959). 

60 Dies wird durch die Hemmung einer Kinase erreicht, die 
den spezifischen Inhibitor IkB phosphorylieren kann und 
dadurch zu dessen Abbau fuhrt (Yin et al, Nature 396 
(1998), 77-80). Die Hemmung durch Aspirin sollte durch 
die Transfektion und nachfolgende Uberexpression der 

65 transaktivierenden Untereinheit p65 (relA) aufgehoben wer- 
den konnen. Dadurch ist ein Gen identifiziert, das nicht di- 
rekter Angriffspunkt des Therapeutikums ist und dessen 
Hemmung den EfFekt von Aspirin verstarken kann. 
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Der Screen lasst sich auch dazu einsetzen, Gene zu be- 
stimmen, die die Aktivitat von Pharmaka verstarken, z. B. 
kann die Cotransfcktion von IkB die Hemmung des indu- 
zierbaren Transkriptionsfaktors NF-kB durch Aspirin ver- 
starken. Auch hier isl das identifizierbare Gen nicht dasje- 
nige, auf das das Pharmacon selbst wirkt. 

Sowohl durch die Verstarkung des Effekts eines Pharma- 
cons als auch durch dessen Hemmung, lassen sich neue An- 
satze fiir therapeutische Eingriffe in der Zelle bestimmen. 

In noch eincr wcitcrcn Ausfuhrungsform der Erfindung 
kann die Population von Zielorganismen nach dem Einbrin- 
gen der zu untersuchenden Nukleinsauresequenz zusammen 
mit weiteren Organismen (Testorganismen), z. B, einer wei- 
teren Zelllinie, kultiviert werden und die Reaktion der Test- 
organismen auf die zu untersuchende Nukleinsauresequenz 
untersucht werden. Der Testorganismus kann einen Repor- 
tcrvcktor wic zuvor beschricben enthaltcn. Auf diesc Weise 
lassen sich nicht nur sezernierte Proteine detektieren, son- 
dern auch solche, die membran standi g sind und uber direkte 
Zell-Zell-Interaktionen gegebenenfalls in Kombination mit 
Oberflachenmarkern des Testorganismus wirken konnen. 

Die Zielorganismen konnen vor, wahrend oder nach dem 
Einbringen der zu untersuchenden Nukleinsauresequenz mit 
Vircn infizicrt werden und der EinfluB der zu untersuchen- 
den Nukleinsauresequenz auf das Verhalten der Zielorganis- 
men gegeniiber den Viren, z, B. Hemmung oder Aktivierung 
der Replikation oder des Eintritts des Virus in die Zellen be- 
stimmt werden. 

Anstelle von Viren konnen aber auch andere pathogene 
Organismen, wie z. B. Bakterien verwendet werden. Im Un- 
terschied zu der, zuvor beschriebenen Anwendung des 
Screens wird hier die Auswirkung der durch die transfizierte 
Gene verursachten Veranderungen in den Zielorganismen 
auf den Vermehrungszyklus der Wirtsorganismen (Viren, 
Bakterien) und nicht der direkte Effekt auf die Zielorganis- 
men. In dieser Anwendung kann man z. B. erwarten, Gene 
zu isolieren, die Rezeptoren fur den Eintritt der Viren in die 
Zellen herunterreguiieren. 

So kann z. B. eine weitere Zelllinie zu den transfizierten 
Zellen gegeben werden, die ein Reporterplasmid enthalt, das 
eine DNA-Bindungsstelle fiir einen definierten Iranskripti- 
onsfaktor (z. B. NF-kB) aufweist und daher von ihm akti- 
viert wird. 

Auf diese Art konnen sezernierte oder membranstandige 
Proteine durch den Screen detektiert werden, die zur Akti- 
vierung eines Transkriptionsfaktors fuhren. Z. B. kann der 
induzierbare TranskriptionsfakLor NF-kB (Baeuerle and 
Baltimore, Cell 87 (1996), 13-20) in den Testorganismen 
detektiert werden, nachdem Gene fur Aktivatorproteine wie 
z. B. TNF (Baldwin, Annu. Rev. Immunol. 14 (1996), 
649-683) in die Zellen transfiziert worden sind. 

Die Optimierung der biologischen Aktivitat von Nuklein- 
sauresequenzen stellt noch eine weitere Ausfuhrungsform 
der Erfindung dar. Hierzu kann eine gegebene Nukleinsaure- 
sequenz einer Mutagenese, z. B. einer Mutagenese durch 
PGR, durch Random PGR (Cadwell and Joyce, PGR Me- 
thods Appl. 2 (1992), 28-33), durch "DNA shuffling" (Ha- 
rayama, Trends Biotechnol. 16, 1998), 76-82) oder einer 
Fusion mit statistischen Nukleinsauresequenzen (an den En- 
den oder im Inneren der gegebenen Nukleinsauresequenz) 
unterzogen werden, um die fiir Schritt (a) des Verfahrens be- 
notigte Vielzahl von Nukleinsauresequenzen bereitzustel- 
len. Bevorzugte Beispiele fiir den Screen von derart mutage- 
nisierten Nukleinsaurewechselwirkungen sind Nukleinsau- 
ren, die fiir einen Rezeptor kodieren, und die auf eine opti- 
mierte Wechselwirkung mit einem oder mehreren Liganden 
getestet werden sollen. Umgekehrt. konnen entsprechend 
Nukleinsauresequenzen optimierl werden, die fiir einen an 



einen Rezeptor bindefahigeri Peptid- oder Protein liganden 
kodieren, und deren Wechselwirkung mit dem Rezeptor op- 
dmiert werden soli. Entsprechende Ansatzc konnen durch 
Mutagenese von Gytokinen mittels n DNA shuffling" zur 

5 Optimierung ihres Effekts durchgefuhrt werden (Ghang et 
al., Nat. Biotechnol. 17 (1999), 793-797). 

Noch ein weiteres Beispiel ist die Mutagenese von Nukle- 
insauresequenzen, die fur Antigen-Binderegionen von Anti- 
korpem, beispielweise von Einzelketten-Antikdrpern kodie- 

10 ren, um die Bindcfahigkeit der von den Scqucnzen kodicrtcn 
Genprodukte an bestimmte Andgene zu optimieren. Noch 
ein weiteres Beispiel ist die Mutagenisierung von Effektor- 
sequenzen, z. B. der die Aufnahme von Proteinen in Zellen 
fordernden TAT-Sequenz. Hierzu kann die TAT-Sequenz an 

15 ein bestimmtes Gen fusioniert werden und durch Mutage- 
nese der TAT-Sequenz die fur das jeweilige Genprodukt op- 
timale TAT-Variante zu bestimmen. In dieser Ausfuhrungs- 
form wird der Screen vorzugs weise nicht an unbekannten 
Nukleinsauresequenzen, sondern an Varianten von bekann- 

20 ten Nukleinsauresequenzen durchgefuhrt, die durch Muta- 
genese oder naturliche Mutation erzeugt worden sind. Diese 
Nukleinsaure-Opurnierung kann uber mehrere Zyklen erfol- 
gen, wobei in einem ersten Zyklus identifizierte Nukleinsau- 
resequenzen mit einer gewunschten biologischen Aktivitat 

25 in einem oder mehreren nachfolgenden Zyklen weiteren 
Mutageneseprozeduren unterzogen werden. 

Die durch das erfindungsgemaBe Verfahren identifizierten 
Gene konnen zur Bereitstellung diagnostischer und thera- 
peutischer Mittel eingesetzt werden. So konnen bei Durch- 

30 funning des Verfahrens unterschiedliche Zielzellen (nor- 
male Zellen, Tumorzellen) verwendet werden. Es konnen 
auch Zellen mit definierten genetischen Veranderungen wie 
z. B, Zellen mit aktivierten Onkogenen oder inaktivierten 
Tumorsuppressorgenen, sowie Virus-infizierte Zellen fiir 

35 den Sceen benutzt werden. Dadurch konnen Nukleinsaure- 
sequenzen identifiziert bzw. isoliert werden, welche ihre 
Aktivitat selektiv in bestimmten Zelltypen aufweisen, z. B. 
Gene, die selektiv in Tumorzellen oder virusinfizierten Zel- 
len wirken. Diese Gene konnten dann beispiels weise zur 

40 gentherapeutischen Bekampfung von TYimorerkrankungen 
oder Virusinfektionen im Korper von Patienten exprimiert 
werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist universell auf belie- 
bige Arten von Zielorganismen anwendbar. So konnen bei 

45 Verwendung von Bakterienzellen als Zielorganismen Nu- 
kleinsauresequenzen identifiziert werden, die fiir ein Anti- 
biolikaresistenzprotein oder fur ein Protein mit anlibakte- 
rieller Wirkung kodieren. Sogenannte "Defensine" sind bei 
verschiedenen Organismen beschrieben worden (Hancock 

50 and Lehrer, Trends Biotechnol. 16 (1998), 82-88). Diese 
Peptide sind vorzugsweise fiir Bakterien toxisch, da sie zu 
einer Lyse der Bakterienmembran fuhren. 

Bei Verwendung von Padentenzellen, die einen geneti- 
schen Defekt haben, als Zielorganismen, kann nach Nukle- 

55 insauresequenzen gesucht werden, die in der Lage sind, die- 
sen Defekt zu beheben. Weiterhin laBt sich das Screening- 
verfahren auf eine Transfektionsoptimierung fiir die An- 
wendung in der Gentherapie und die Identifizierung von Re- 
porterplasmiden, die die Aktivierung von Kinasen detektie- 

60 ren konnen, ausweiten. 

Zur Optimierung der Gentherapie werden die Zellen mit 
Genen einer Genbibliothek transfiziert, um die Nukleinsau- 
ren zu bestimmen, die zur verbesserten Aufnahme von in 
der Gentherapie benutzten Vektoren fuhren. 

65 Die Automatisierung des Verfahrens kann z. B. in einer 
Vorrichtung gemaB DE 199 50 585.0 erfolgen. Diese Vor- 
richtung enthalt bevorzugt zwei Roboter: einen fiir die Isola- 
tion der Plasmid DNA aus den Wirtszellen und einen fiir die 
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Trail sfektion von Zielzellen (Fig. 1 und 2). Der DNA Isola- 
tionsroboter umfaBt Mittel zur Kultivierung einer Vielzahl 
von Wirtszellen, bci spiels weise cincn Block oder cine Mi- 
krotiterplatte. Die Kulturvolumina fur die Wirtszellen liegen 
vorzugsweise im Bereich von 0,5- 2,5 ml, besonders bevor- 5 
zugt im Bereich von 0,5 bis 1 ml. Weiterhin umfaBt die Vor- 
richtung Mittel zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus einer 
Vielzahl von Wirtszellen, bei denen es sich beispielsweise 
um Mikrotiterplatten oder Blocke handelt, die gegebenen- 
falls Minisaulcn zur Aufreinigung der Plasmid-DNA cnthal- to 
ten konnen. Der Trans fektionsroboter enthalt Mittel zur 
Transfektion und Kultivierung einer Vielzahl von Zielzel- 
len, bei denen es sich ebenfalls um Blocke oder Mikrotiter- 
platten handeln kann. SchlieBlich enthalt die Vorrichtung 
Mittel zur Bestimmung der Aktivitat eines Reportervektors 15 
in Zielzellen, vorzugsweise ein spektrophotometrisches 
MeBgerat oder ein FluoreszenzmcBgerat. Beide Roboter ar- 
beiten mit Mehrkanalpipetten, wobei die jeweiligen Flussig- 
keiten gleichzeitig pipettiert werden konnen, um einen ent- 
sprechenden Probendurchsatz zu erreichen. 20 

Eine Vielzahl von moglichen Roboterausfuhrungen ist 
moglich, um den Screen durchzufuhren. Gezeigt sind in Fig. 
1 und 2 zwei bevorzugte Ausfuhrungsformen, bei denen die 
bchandcltcn Plattcn mit den DNA Proben und den Wirtszel- 
len bzw. die DNA-Proben und die Zielzellen auf einer Fla- 25 
che ausgelegt werden und durch einen Pipettierkopf, der in 
x,y,z-Richtung beweglich ist, miteinander verbunden sind. 

Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgend be- 
schriebenen Figuren naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Darstellung des DNA Isolati- 30 
onsroboters. Lagerungsplatze fur Blocke z. B. 96-well 
Blocke mit Wirtszellen oder der daraus isolierten DNA und 
deren Zwischenstufen sind als A, B, C, d bezeichnet. Die fur 
die DNA Gewinnung notwendigen Reagenzien sind zu bei- 
den Seiten angeordnet. PI, P2, P4, SiOx (Siliciumoxid-Lo- 35 
sung) Acet. (Aceton-Losung), und H 2 0 bezeichnen Reser- 
voire mit entsprechenden Losungen, die fur die DNA-Ge- 
winnung benotigt werden. Eine Waschstation ("washing") 
wird zum Reinigen der Spritzen des Pipettierkopfes beno- 
tigt. Mittel zum Zentrifugieren, ("centrifuge"), zum Anlegen 40 
eines Vakuums ("vacuum"), zum Schutteln (shaking) und 
Inkubationsstationen (inc.) dienen zur Bearbeitung der Plat- 
ten fur die Aufreinigung der DNA. Ein uber die gesamte 
Flache beweglicher Pipettierkopf mit Greifarm, der durch 
Antriebe (X, Y, Z) in verschiedene Richtungen bewegt wer- 45 
den kann, verbindet die Platten und die Bearbeitungsstatio- 
nen untereinander. In der oberen Bildhalfte ist der Roboter 
in einer Seitenansicht gezeigt. 

Fig. 2 eine schematische Darstellung des Transfektions- 
roboters. Die Zielzellen fur die Transfektion sind in vier 50 
iibereinander angeordneten Reichen in Multiwell-Platten 
eingezeichnet. Die zu transfizierenden DNA-Proben sind in 
der obersten Reihe in 96-well Platten angeordnet. In der dar- 
unterliegenden Reihe werden die Transfektionsreaktionen 
angesetzt. Die dazu zusatzlich zur DNA benougten Reagen- 55 
zien sind als LI und L2 bezeichnet. Eine Waschstation, 
ebenso wie eine Abfallstation (waste) dient der Sauberung 
der Spritzen des Pipettierkopfes ("Z"), der in X, Y, Z Rich- 
tung beweglich ist und durch entsprechende Schrittmotoren 
(X, Y, Z) angetrieben wird. Am oberen und rechten Bildrand 60 
ist eine seitliche Ansichtdes Roboters bzw. des beweglichen 
Pipettierkopfes eingezeichnet. 

Patentanspruche 

65 

1 . Verfahren zur Bestimmung der biologischen Aktivi- 
tat von Nukleinsauresequenzen, umfassend die 
Schritte: 
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(a) paralleles Einbringen einer Vielzahl von Ex- 
pressions vektoren, die jeweils eine zu untersu- 
chende Nuklcinsauresequenz in operativer Vcr- 
knupfung mit einer Expressionskontrollsequenz 
enthalten, in eine Vielzahl von jeweils separaten 
Populationen gleichartigerZielorganismen, wobei 
jeweils nur eine einzige Nukleinsauresequenz 
oder eine geringe Anzahl von verschiedenen Nu- 
kleinsauresequenzen in eine separate Population 
gleichartiger Zielorganismcn cingebracht wird, 

(b) Bewirken einer Expression der Nukleinsaure- 
sequenz in den Zielorganismen, und 

(c) Bestimmen der Aktivitat der Nukleinsaurese- 
quenz in den einzelnen Populationen von Zielor- 
ganismen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Nukleinsauresequenzen aus genomischen 
Sequenzen, cDNA-Sequenzen, cDNA-Fragmenten 
und Antisense-Molekulen beliebiger Herkunft ausge- 
wahlt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass fur RNAi geeignete Nukleinsauren ver- 
wendet werden. 

4. Verfahren nach eincm der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauresequen- 
zen aus einer normalisierten cDNA-Bibliothek stam- 
men. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauresequen- 
zen aus Bibliotheken, die eine Kollektion bekannter 
Sequenzen enthalten, stammen. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauresequen- 
zen aus Eukaryonten, Bakterien, Archaea, Viren oder 
aus synthetischen oder semisynthetischen Quellen 
stammen. 

7. Verfahren nach Anspruch einem der Anspruche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsaure- 
sequenzen eine nicht-selektivnierbare Aktivitat auf- 
weisen. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauresequen- 
zen eine selektionierbare Aktivtitat aufweisen. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, da man als Expressions- 
vektor ein Plasmid verwendet. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Expressionsvektor 
durch Kultivierung von Wirtszellen und Gewinnung 
aus den kultivierten Wirtszellen bereitgestellt wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Expressionsvektor 
durch eine in vitro Amplifikation bereitgestellt wird. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass man als Zielor- 
ganismen gegebenenfalls genetisch manipulierte euka- 
ryontische Zellen oder Organismen, gegebenenfalls ge- 
netisch manipulierte prokaryontische Zellen, Patien- 
tenzeilen oder natiirliche Mutanten verwendet. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man eukaryontische Zellen als Zielorga- 
nismen verwendet und das Einbringen des Expressi- 
onsvektors durch Calciumphosphat-Coprazipitation, 
Lipofektion, Elektroporation, Parti kelbeschuB oder vi- 
rale Infekuon erfolgt. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass der Expressi- 
onsvektor zusammen mit einem Reportervektor in die 
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Zielorganisrnen eingebracht wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriichc, dadurch gckcnnzeichnct, dass der Expressi- 
onsvektor in Zielorganisrnen eingebracht wird, die be- 
reits einen Reportervektor enthalten. 5 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Reportervektor an einer defi- 
nierten Stelle im Genom lokalisiert ist. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, 
dadurch gekcnnzcichnct, dass der Reportervektor cine to 
fur ein nachweisbares Genprodukt kodierende Nukle- 
insauresequenz in exprimierbarer Form enthalt. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das nachweisbare Genprodukt aus sezer- 
nierten Enzymen ausgewahlt wird. 15 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zcichnct, dass das nachweisbare Genprodukt aus intra- 
zellular nachweisbaren Polypeptiden ausgewahlt wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das nachweisbare Genprodukt aus 20 
Fluoreszenzproteinen ausgewahlt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das nachweisbare Genprodukt aus mem- 
branstandigen nachweisbaren Polypeptiden ausge- 
wahlt wird. 25 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruchen, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestim- 
mung der Aktivitat der Nukleinsauresequenz eine Un- 
tersuchung der Zielorganisrnen auf morphologische 
Veranderungen, Veranderungen im Wachstums vernal- 30 
ten oder Veranderungen in der Aktivitat eines Repor- 
tervektors umfassen. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 22, da- 
durch gekennzeichnet, dass zusatzliche Parameter der 
Zielorganisrnen analysiert werden. 35 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 23, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Bestimmung durch 
Fluoreszenzcytometrie oder Imaging Assays erfolgt. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Durchfuh- 40 
rung zumindest teilweise automatisiert wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Schritte (a) 
bis (c) an mindestens 50 Populationen von Zielorganis- 
rnen jeweils parallel durchgefuhrt werden. 45 

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, umfassend das Zugeben eines Stimulus, des- 
sen Aktivitat durch die zu untersuchenden Nuklein- 
saure im Zielorganismus beeinflusst werden kann. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 50 
zeichnet, dass der Stimulus durch ein Pharmacon er- 
zeugt wird, 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, umfassend das Zugeben eines Testorganismus 

in Schritt (b), der vom Zielorganismus verschieden ist. 55 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Testorganismus eine Zellinie verwen- 
det wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Testorganismus ein Virus oder ein 60 
Bakterium verwendet wird. 

32. Verfahren nach einem der Anspruche 29 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt (c) die Wir- 
kung der zu untersuchenden Nukleinsauresequenz auf 
den Testorganismus bestimmt wird. 65 

33. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche zur Optimierung von Nukleinsauresequenzen. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 



zeichnet, dass man eine Vielzahl von Varianten einer 
bekannten Nukleinsauresequenz testet. 
35. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, weiterhin umfassend die Verwendung der 
identifizierten Nukleinsauresequenzen zur Bereitstel- 
lung diagnostischer und therapeutischer Mittel. 
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